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I. A retinában expresszálódó Kv8.2 alegység klónozása és a Kv2.1/Kv8.2 heteromer 
csatorna funkcionális jellemzése.  
A pályázati periódusban az első eredményeket a Kv8.2 (KCNV2) feszültségfüggő K+ 
csatorna alegységgel értük el. Saját fejlesztésű számítógép programom a TRESK háttér K+ 
csatorna mellett ugyanis, melléktermékként, egy új feszültségfüggő K+ csatornát is 
azonosított, melynek klónozását nem sokkal később egy belga munkacsoport írta le elsőként 
Kv11.1 néven. A később Kv8.2-re átkeresztelt csatornát időközben mi is megklónoztuk, és 
élettani funkcióját vizsgálni kezdtük. Ezt a kísérletsorozatot eredetileg nem szerepeltettem 
OTKA pályázatom célkitűzései között, mert a belőle született eredményeket (ld. alább a 
részletes leírást) kezdetben több folyóiratban próbálkozva sem sikerült elfogadtatnunk. A 
jelen pályázati periódus elején azonban megjelent egy közlemény (1), mely munkánk 
megítélését alapvetően megváltoztatta (ld. alább), és néhány további kiegészítő kísérlet 
elvégzését követően eredményeinket a Journal of Neurophysiology folyóirat közlésre 
elfogadta (2). 
Megállapítottuk, hogy a Kv8.2 nagy mennyiségben fejeződik ki a szemben, a retinában, 
a fotoreceptor sejtekben. A Kv8.2 Xenopus laevis (afrikai karmosbéka) petesejtekben 
kifejezve nem adott K+ áramot. Ha viszont egy másik K+ csatorna alegységgel (a retinában 
szintén megtalálható) Kv2.1-gyel koexpresszáltuk, akkor olyan K+ áram jelent meg, melynek 
tulajdonságai lényegesen eltértek a Kv2.1 áramától. Pl. a nyitási küszöb értéke -40 mV-nál 
negatívabb értékre tolódott, illetve ún. “window current” jelent meg. Ez alapján arra 
gondoltunk, hogy olyan feszültségfüggő K+ csatorna heterotetramerek jöttek létre, melyekben 
a Kv2.1 és Kv8.2 egyaránt szerepel. Ez a heteromerizáció megmagyarázta, hogy a Kv2.1 
miért expresszálódik a fotoreceptor sejtekben. (A Kv2.1 homotetramer nyitási küszöbe (kb. -
20 mV) ugyanis magasabb, mint a fotoreceptor sejtek fiziológiás (kb. -80-tól -30 mV-ig 
terjedő) membránpotenciál-tartománya, tehát a tisztán Kv2.1 alegységekből felépülő 
csatornák sose nyitnának.) Ráadásul a Kv2.1/Kv8.2 heteromer csatorna elektrofiziológiai 
tulajdonságai arra utaltak, hogy ez a csatorna szerepet játszik a régebben IKx néven leírt (3) 
K+ áram kialakításában, mely alapvető a fotoreceptor sejt fényfelvillanásra adott dinamikus 
válaszában. Ezeket az eredményeinket éveken át nem tudtuk közölni, mivel mindenhol az 
áram közvetlen kimutatását kérték, amit az emlős fotoreceptor sejtek igen kis mérete és egyéb 
technikai okok miatt nem tudtunk kivitelezni. 
Azonban ez a helyzet 2006 végén megváltozott, mikor Wu és mtsai. leírták (1), hogy a 
Kv8.2 funkcióvesztő mutációi emberben retinadegenerációt és szupernormális pálcika 
elektroretinogramot okoznak. Ezután a Kv8.2 általunk hangoztatott jelentősége a retinában 
vitathatatlanná vált, ráadásul eredményeink utaltak a betegség elektrofiziológiai hátterére. 
Vizsgálatainkat egy betegséget okozó mutáns Kv8.2 csatorna elektrofiziológiai analízisével 
kiegészítve (Kv2.1-gyel heteromerizálódik, de nem ad normál heteromerre jellemző K+ 
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áramot, ún. domináns negatív) végül a Journal of Neurophysiology folyóiratban közöltük (2). 
A későbbiekben, magyar kollaboráció keretében, hozzáfértünk két olyan beteg DNS 
mintáihoz, akiknek szupernormális pálcika elektroretinogramuk volt. Mindkét betegnél a 
Kv8.2 alegység genetikai hibáját detektáltuk (nem közölt eredmény). Ez arra utal, hogy a 




II. A TRESK csatorna foszforilációs szabályozásáért két különböző csatorna régió és 
legalább két különböző kináz felelős. A 14-3-3 adapter fehérje a két gátló útvonalat 
jelentős mértékben, eltérő mechanizmussal szabályozza. 
A pályázati időszakban a legjelentősebb eredményeinket a TRESK (Twik-Related 
Spinal cord K+ channel) háttér kálium csatorna szabályozásának vizsgálata területén értük el 
(4,5). A TRESK két pórusdoménnal rendelkező, háttér K+ csatornát egy saját fejlesztésű 
komputer programmal azonosítottam a humán genom szekvenciájában, majd ennek alapján a 
2001 és 2003 közötti periódusban megklónoztuk a humán és az egér TRESK-et (6), a 
csatornát elsőként leíró japán gyógyszergyári munkacsoporttól függetlenül (7). Hamar 
felfigyeltünk a TRESK csatorna különleges szabályozására, és ennek elemzése tette lehetővé, 
hogy kezdeti eredményeinket a japán munkacsoporthoz hasonlóan a Journal of Biological 
Chemistry folyóiratban közöljük (6). Ebben a munkában igazoltuk, hogy a TRESK csatorna 
kalcium-mobilizáló receptorok ingerlésére vagy egyéb módon létrehozott kalcium 
koncentráció emelkedés hatására többszörösére aktiválódik Xenopus laevis petesejt heterolog 
expressziós rendszerben. Ez a szabályozás egyedien jellemző a TRESK csatornára, a másik 
14 háttér K+ csatorna ilyen módon nem regulálódik. Megmutattuk azt is, hogy a csatornát a 
kalcium/kalmodulin-dependens protein foszfatáz, calcineurin aktiválja (6). Tovább dolgozva 
a területen azt a meglepő felfedezést tettük, hogy a TRESK csatorna tartalmaz egy 
NFAT(Nuclear Factor of Activated T cells)-szerű calcineurin kötő motívumot, melyhez a 
calcineurin kalcium-függően közvetlenül kihorgonyzódik (8). Ilyen kötő motívumot 
tudtunkkal eddig egyetlen más ioncsatornában sem találtak. Egy peptideket összehasonlító 
vizsgálatban Li és mtsai. megmutatták (9), hogy a TRESK calcineurin-kötő motívuma a 
legnagyobb affinitású a ma ismert hasonló motívumot tartalmazó fehérjék közül (beleértve 
magát az NFAT-t is). Ezek az eredmények egyértelművé tették a calcineurin szerepét a 
TRESK szabályozásában, és egyben ezek képezték azt az alapot, melyből a most jelentett 
pályázati periódusban kiindulhattunk. 
Ahogy azt a pályázat 3. és 4. célkitűzésében ismertettem, alapkoncepciónk az volt, hogy 
amennyiben a TRESK-et a calcineurin defoszforilálja, és így aktiválja, akkor léteznie kell egy 
kináznak, amely a csatornát foszforilálja és ezáltal rá gátló hatást fejt ki (ld. 1. ábra). Első 
közelítésként ezt a kinázt úgy 
próbáltuk azonosítani, hogy 
különböző kinázokat koexpresszál-
tunk a TRESK csatornával Xenopus 
petesejtekben. Azt reméltük, hogy 
valamelyik hatására felgyorsul a K+ 
áram visszatérése a nyugalmi (gátolt) 
állapotba, az ionomycin kalcium 
ionofórral kiváltott kalcium 
koncentráció emelkedés megszűnését 
követően. Ez a megközelítés azonban 
nem vezetett eredményre. Megfigyel-
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tük, hogy a K+ áram visszatérése a nyugalmi állapotba (innentől “visszaállás”), igen nagy 
szórást mutat sejtenként, sőt az egyéb általunk régebben vizsgált biológiai paraméterekhez 
képest petesejt preparátumonként is. Ez a nagy szórás rendkívül megnehezítette a 
koexpresszált kinázok hatásának megítélését. Szerencsés módon ekkoriban vettem észre, 
hogy a csatorna intracelluláris hurok régiója tartalmaz két feltételezett kötőhelyet a 14-3-3 
adapter fehérje számára, és ennek kapcsán felmerült a kérdés, vajon tényleg kötődik-e ez a 
fehérje, illetve ha igen, akkor mi lehet a funkcionális jelentősége. 
In vitro, biokémiai kísérletekben egyértelműen bizonyítottuk, hogy a két feltételezett 
kötőhely közül az egyik (az RSNSCP motívum) tényleg köti a 14-3-3 adapter fehérjét, 
amennyiben a motívumban található második (TRESK-ben 264-es) szerint előzőleg protein 
kináz A-val megfoszforiláltattuk (4). Ezért megvizsgáltuk, hogy a 14-3-3 kötődése a TRESK-
hez hogyan befolyásolja a csatorna működését. Ha a 14-3-3 fehérjét koexpresszáltuk a 
TRESK csatornával, akkor az ionomycinnel kiváltott ingerlést követően a “visszaállás” 
lelassult. Ha viszont domináns negatív 14-3-3 koexpressziójával az endogén 14-3-3 
funkcióját gátoltuk, akkor a “visszaállás” gyorsult (4). Hasonló eredményt kaptunk a 14-3-3 
kötőhelyét telítő, és ezáltal 14-3-3-at szintén gátló, pS-Raf259 foszfopeptid mikroinjektálását 
követően is (4). Ezek az eredmények mutatták, hogy a 14-3-3 befolyásolja a “visszaállást”, 
vagyis azt a paramétert, melyet mi eredendően a keresett kináznak tulajdonítottunk. Mivel 
előzőleg alanin-pásztázó mutagenezissel meghatároztuk, hogy a calcineurin (és így a kináz) 
valószínű célpontja a 276-os szerin (6), feltételeztük, hogy a 14-3-3 kötődése az RSNSCP 
motívumhoz akadályozza ennek az aminosavnak a foszforilációját (4). 
Következő kísérleteink azonban arra utaltak, hogy a szabályozás ennél összetettebb. Az 
első anomáliát a fenti elképzeléstől akkor észleltük, mikor megvizsgáltuk az S264A mutáns 
TRESK csatorna calcineurin-függő szabályozásának kinetikáját. Ebben a mutánsban a 14-3-3 
kötéséhez szükséges foszforiláció nem jöhet létre, ezért az adapter fehérje nem tud a mutáns 
szekvenciához kötődni, ahogy azt in vitro kísérletesen is kimutattuk (4). A fenti elképzelés 
szerint ilyenkor a 14-3-3 nem akadályozhatja a 276-os szerin foszforilációját, vagyis a 
“visszaállás” sebességének fokozódnia kellene. Ezzel éles ellentétben azonban a valóságban 
azt kaptuk, hogy az S264A mutáns 
“visszaállása” igen lassú (5). Emellett 
azt is észrevettük, hogy az S264A 
mutáns részlegesen aktív nyugalmi 
körülmények között, ami arra utalt, 
hogy a 264-es szerin is részt vesz a 
csatorna aktivitásának szabályo-
zásában, a 276-os szerin mellett. Ezek 
a váratlan fejlemények arra sarkalltak 
bennünket, hogy alaposan meg-
vizsgáljuk az S264E és S276E 
mutánsok calcineurin-függő szabá-
lyozását, illetve ennek függését a 
14-3-3-tól (5).  
Ezekben a kísérletekben alanin 
helyett negatív töltésű glutamáttal 
helyettesítettük a szerineket. Míg az 
S276A mutáns konstitutívan aktív (6), 
addig az S276E mutáns 
szabályozódik, de kisebb mértékben, 
mint a vad típusú csatorna (5). Ez is 
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egybehangzó azzal, hogy nem csak a 276-os szerin szabályozza a csatorna aktivitást. Az 
S264A és S264E mutánsok azonos módon regulálódtak (a vad típushoz képest csökkent 
mértékben). Az S264E/S276E dupla mutáns csatorna viszont nem mutatott kalcium-függő 
szabályozást. Mindezek az eredmények arra utaltak, hogy két régió (a 264-es szerin, illetve a 
276-os szerin,  esetleg együtt az azt megelőző/követő 274-es és 279-es szerinekkel) 
foszforilációja egyaránt jelentős a kalcineurin-függő szabályozásban (2. ábra). 
Úgy tűnik, a két régiót, melynek foszforilációja gátolja a TRESK csatorna aktivitását, 
különböző kinázok foszforilálják. Kimutattuk, hogy a protein kináz A in vitro (4) és Xenopus 
petesejtekben (5) mint endogén enzim (cAMP mikroinjektálás hatására) foszforilálja a 264-es 
szerint. A 276-os (és 274-es, illetve 279-es) szerin(eke)t a protein kináz A in vitro nem 
foszforilálta. Ha azonban egér agyból gélfiltrált (ATP-mentesített) citoszolt készítettünk, 
akkor az foszforilálta az S276 régiót (5), mutatva, hogy létezik olyan (a protein kináz A-tól 
eltérő) kináz, melynek ez a régió szubsztrátja (ld. kináz 2 a 2. ábrán). 
Az S264E és S276E mutánsok analízisével lehetőség nyílt a 14-3-3 két különböző gátló 
útvonalra kifejtett hatásának célzott vizsgálatára. Az S264E mutáns esetében ugyanis a 264-
es szerin nem foszforilálódhat, és így az S276 régió szabályozása elkülönítve vizsgálható. 
Illetve fordítva, az S276E mutánsban a másik szabályozó régiót tettük működésképtelenné, 
ezért ennél a mutánsnál a 264-es szerin szabályozó szerepe nyilvánul meg. Előzetes 
várakozásainkkal ellentétben, a 14-3-3 erőteljesen befolyásolta az S264E (és S264A) mutáns 
kalcium-függő szabályozását, annak ellenére, hogy a 14-3-3 ezekhez a mutáns csatornákhoz 
nem kötődhet. Az adapter fehérje jelenlétében a “visszaállás” lassúnak bizonyult, míg 
hiányában felgyorsult (5). Ez úgy magyarázható, hogy a 14-3-3 a csatornához kötődésétől 
függetlenül, (közvetlen vagy közvetett módon) gátolja a S276 régiót foszforiláló kinázt (ld. a 
?-lel jelölt útvonalat a 2. ábrán). Ez a vad típusú csatorna mérésével fel nem ismerhető 
mechanizmus felelős a kiindulásnál tapasztalt anomáliáért, vagyis hogy az S264A mutáns 
“visszaállása” (az endogén 14-3-3 jelenlétében) lassú. Az S276E mutáns vizsgálatánál pedig 
azt kaptuk eredményül, hogy a 14-3-3 közvetlen kötődése a 264-es pozícióban foszforilált 
csatornához hozzájárul a csatorna gátolt állapotának kialakításához (5). 
A pályázati periódusban végzett kísérleteink alapvetően megváltoztatták a TRESK 
szabályozásáról kialakított elképzeléseinket (vö. 1. és 2. ábra). Most, hogy megértettük, hogy 
két gátló foszforilációs útvonal konvergál a TRESK csatornán, nagyon érdekes lenne tudni, 
milyen információt továbbítanak ezek az útvonalak a hátsó gyöki (illetve trigeminus) 
ganglion érző neuronjaiban, ahol a csatorna nagy mennyiségben kifejeződik. A háttér K+ 
áram gátlása a pseudounipoláris érző neuronokban várhatóan fokozza az ingerlékenységet, 
ezáltal pedig hozzájárul a központi idegrendszer érző bemenetének szabályozásához. Ennek 
az érző bemenetnek része a fájdalomérzés, és ezért többen felvetették a TRESK lehetséges 
szerepét a fájdalom szabályozásában, illetve egyes fájdalom szindrómákban (10-13).  
Mivel a kinázok jelentős hányadáról kiterjedt ismeretanyag áll rendelkezésre, várható, 
hogy a TRESK-et gátló kinázok pontos azonosítása elősegíti annak a megértését is, hogy in 
vivo milyen tényezők szabályozzák a TRESK csatornát. Visszatekintve, amíg nem tudtuk, 
hogy nem egy, hanem kétféle kinázt kell keresnünk, és hogy a 14-3-3 különböző módon 
modulálja a két gátló mechanizmust, nem sok esélyünk lehetett a gátló kinázok 
megtalálására. Továbblépésként in vitro kináz assay-t állítottunk be a 264-es és 276-os 
szerinek foszforilációjának vizsgálatára. Ezek alkalmazásával megkezdtük a kináz aktivitások 
oszlopkromatográfiás tisztítását, mely folyamat végén a fehérjék tömegspektrometriás 
azonosítását tervezzük. Előkísérleteink első váratlan eredménye, hogy úgy tűnik, egér agy 
citoszolban a legjelentősebb S264-et foszforiláló kináz aktivitásért (kináz 1 a 2. ábrán) nem a 
protein kináz A felelős (nem közölt eredmény). 
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III. Összefoglaló tanulmány a háttér K+ csatornák témakörében. 
Laborvezetőnk, Prof. Enyedi Péter igen megtisztelő felkérést kapott egy háttér K+ 
csatornákról szóló összefoglaló tanulmány megírására a terület legjelentősebb 
összefoglalókat közlő folyóiratától, a Physiological Reviews-tól (IF(2009): 37.726). Az 
elmúlt hónapokban együtt készítettük el az átfogó tanulmányt, mely a két pórusdoménnal 
rendelkező K+ csatornák szabályozásának sajátosságait és a csatornák élettani jelentőségét 
tárgyalja. A kétszerzős közlemény a pályázati periódusban megjelent (14). A közleményben 
az OTKA pályázatom számát feltüntettük. 
 
 
IV. A pályázat célkitűzéseinek megfelelő további részeredmények. 
A pályázat keretében tovább kívántuk vizsgálni a háttér K+ csatornák szerepét rágcsáló 
aldoszteron termelő glomerulóza sejtben, illetve kíváncsiak voltunk arra, hogy emberben a 
glomerulóza sejt háttér K+ áramáért elsősorban mely csatornák felelősek (1. és 2. célkitűzés). 
Korábban elsőként mutattuk ki ugyanis (15,16), hogy patkányban a TASK-1 és TASK-3 
csatornák döntően meghatározzák a glomerulóza sejt K+ konduktanciáját és alapvetők a sejt 
aldoszteron termelése szempontjából, pl. az angiotenzin II-re adott válasz kialakításában. A 
pályázati periódusban két független közlemény is megjelent más laboratóriumokból rangos 
folyóiratokban (17,18), melyek génhiányos egerek alkalmazásával vizsgálták a TASK 
csatornák jelentőségét a glomerulóza sejtben. Ezek egyaránt megerősítették a korábbi 
eredményeinket, a TASK-1 és TASK-3 döntő szerepét a glomerulóza sejt K+ áramának 
kialakításában, és emellett azt találták, hogy a TASK-1 (vagy TASK-1 és TASK-3) hiánya 
primer hiperaldoszteronizmust okoz. Habár továbbra is maradtak nyitott kérdések, ezt 
követően a TASK csatornák funkcionális jelentősége a rágcsáló glomerulóza sejt aldoszteron 
termelésében általánosan elfogadottá vált. 
Saját real-time PCR eredményeink azt mutatták (nem közölt eredmény), hogy humán 
glomerulóza sejtben, illetve a H295R humán glomerulóza sejtvonalban a két pórusdoménnal 
rendelkező háttér K+ csatornák közül elsősorban a TASK-1 és a TREK-1 mRNS fejeződik ki 
nagy mennyiségben. Ez az eredmény eltér a Brenner és mtsai. által közelmúltban közölt 
indirekt következtetésektől (19), melyek szerint a TREK-1 mellett döntően a TASK-3 lenne 
felelős a H295R sejtek háttér K+ áramáért. Teljes sejt patch clamp méréseink során a H295R 
sejtek K+ árama nem volt érzékeny ruténium vörösre (nem közölt eredmény), mely a TASK-3 
csatornák hatékony gátlószere. Mindezek arra utalnak, hogy a TASK-3 szerepe kizárható és 
az áramot többségében TASK-1 és TREK-1 alkotja. Ennek a gondolatkörnek a teljessé 
tételéhez fontos lenne meghatározni a TASK-1 és TREK-1 áramok arányát az emberi 
glomerulóza sejtben. A TASK-1 és a TREK-1 elektrofiziológiai elkülönítésénél azonban 
nehézségekbe ütköztünk. A humán TREK-1 (eltérően pl. az egér csatornától) kifejezetten 
érzékeny az extracelluláris pH-ra, és ezért egyszerűen a pH-érzékenység mérésével nem 
könnyen különíthető el tőle az erősen pH-érzékeny TASK-1. Néhány, az irodalomban erre a 
célra alkalmazott farmakológiai ágens (pl. verapamil, doxapram, curcumin) szintén nem 
bizonyult különösebben szelektívnek, és így alkalmasnak a kétféle áram elkülönítésére. A 
humán TASK-1 és TREK-1 áram részarányának meghatározásához megfelelően szelektív 
gátlószerekre lenne szükség. 
A pályázat célkitűzéseinek megfogalmazásakor azt reméltük (5. célkitűzés), hogy a 
TRESK új interakciós partnerének meghatározása megmagyarázza majd azt, hogy a csatorna 
aktiválódása miért nem detektálható ionomycin hatására, ha a csatornát COS vagy HEK 
emlős sejt expressziós rendszerben fejezzük ki. A pályázati periódusban azonosítottunk is egy 
újabb közvetlen interakciós partnert, a 14-3-3-at (4), azonban ennek a fehérjének a 
koexpressziója a csatornával nem eredményezte a reguláció megjelenését az emlős 
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rendszerekben (nem közölt eredmény). Lehetséges, hogy a TRESK különböző expressziós 
rendszerekben mutatott eltérő viselkedéséért még további (egyelőre nem azonosított) 
fehérjepartnerek felelősek, de látva a csatorna pályázati periódusban megismert meglehetősen 
összetett szabályozását, az is felmerül, hogy a csatorna foszforilációs állapota tér el 
lényegesen az emlős sejtekben (hiányzó, vagy rendkívül erős kináz aktivitás az egyes gátló 
útvonalakon) a Xenopus rendszerre jellemzőtől. Míg a potenciális további partnerfehérjét és a 
kinázokat nem azonosítottuk, támpont nélkül maradunk ennek az érdekes kérdésnek a 
megválaszolásában. 
Többféle TRESK mRNS-t feltételezetten vagy bizonyítottan kifejező szövetből izolált 
sejten (placenta, here, egér oocyta, kisagyi Purkinje neuron) is megkíséreltem a teljes sejt 
TRESK áram elkülönítését (a pályázat 6. célkitűzésének megfelelően, cink és higany ionok 
felhasználásával, (20)). Ezek a próbálkozások azonban nem jártak eredménnyel, talán 
elsősorban a csatorna aránylag alacsony expressziós szintje miatt a vizsgált sejttípusokban. 
Később, a pályázati évek során konszenzus alakult ki az irodalomban arról, hogy a TRESK 
csatorna bőségesen a hátsó gyöki ganglion érző neuronjaiban fejeződik ki (10,21-23). Saját 
real-time PCR eredményeink egybehangzóak ezzel az elképzeléssel. A TRESK 
nagyságrendileg nagyobb mennyiségben található a hátsó gyöki ganglionokból tisztított 
mRNS-ben (a GAPDH enzimhez vagy β-actinhoz képest), mint az általunk korábban vizsgált 
szövetekben (nem közölt eredmény). Mindezek ellenére, mind a mai napig, senki nem közölt 
natív sejten, egyértelműen igazolt, teljes sejt felállásban mért TRESK áramot. 
Hasonlóképpen, a pályázati periódus zárásáig mi sem tudtuk a TRESK áramát elkülöníteni 
érző neuronban (vagy az ennek megfelelő F11 sejtvonalban (5)), mivel ezek a sejtek igen 
sokféle K+ áramot (és ezen belül számos háttér K+ csatornát) kifejeznek. Az utóbbi időben az 
a lehetőség is felvetődött, hogy a TRESK csatorna nem a mindenki által mért neuron 
sejttestben, hanem (a szokásos izolálási eljárásnál eltávolított) nyúlványokban működik. 
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